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摘要:目的 制备粒径相对可控的壳聚糖纳米粒,探索其在药物缓释体系中的应用。方法 以多聚磷酸钠为离子诱导剂、戊
二醛为化学交联剂,通过离子诱导结合化学交联法,制备壳聚糖纳米粒;在 1乙基 ( 3二甲氨基丙基 )碳二亚胺盐酸盐 ( EDC )
作用下,分别进行丝裂霉素载药以及聚乙二醇 ( PEG ), 叶酸修饰; 另外,对载药纳米粒子进行不同 pH条件下的体外释药实验;
对 PEG, 叶酸修饰的壳聚糖纳米粒罗丹明 B荧光标记后, 进行激光共聚焦以及活体成像实验。结果 离子诱导交联法可以获
得粒径范围在 200~ 500 nm的壳聚糖纳米粒;丝裂霉素载药量可以达到 25% , 包封率为 50% , 体外释药呈现突释和缓释双相
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ABSTRACT: OBJECTIVE To prepa re chitosan nanoparticle w ith contro llab le size and investigate its applications to targeting and
sustained drug delive ry system METHODS The comb ination of an ion induced and chem ica l crosslinking m ethod w as used to pre
pare chitosan nanopartic les, and m itom ycin C, PEG and fo lic ac id w ere bound cova lently on the surface o f chitosan nanopartic les in the
presence of 1 ethy l 3 ( 3 d im ethy llam inopropy l) carbod iim ide hydroch lo ride ( EDC ), respective ly In vitro drug re lease testw as carried
out in different pH PBS so lution Con fo ca l laser scanning m icro scope of H ela ce ll and in v ivo im ag ing test we re carr ied out using PEG
and fo lic ac id m odified chitosan nanoparticles labe led by Rhodam ine B RESULTS The d iam e ter was in the range o f 200 and 500
nm, the drug loading capability and entrapm ent e fficiency were 25% and 50% , respective ly The drug re leasew as som ew ha t b iphasic
w ith an in itia l burst effect, fo llow ed by a subsequent s lowe r re lease Furthermo re, increasing pH o f them ed ium resulted in a faster re
lease rate B lank chitosan nanopartic les, fo lic ac id mod ified and both fo lic ac id and PEG m od ified nanoparticles w ere effective ly uptak
en byH e la ce lls, wh ile the sing le PEG m od ified nanopartic les rarely en tered the ce ll By live imag ing techn iques, fo lic ac id m odified
nanoparticles had a c lear targe ting character W hile, the PEG m odified chitosan nanopartic les enhanced c ircu la tion tim e in the b lood
stream of m ice CONCLUSION By them ethod o f ion induced comb ined w ith chem ica l c rosslinking, steady ch ito san nanopartic les
w ith contro lab le s izew ere obta ined and su itable for active targeting drug de livery































限制了其用途。本实验对三聚磷酸钠 ( STPP )物理
交联后的纳米粒加入戊二醛 ( GA)进行化学交联,交








批号: 090201) ;人宫颈癌细胞 (H ela,上海生命科学
院 ); H22小鼠肝癌细胞 (厦门大学动物中心 ); 6~ 8
周裸鼠, 18~ 20 g,雄性 (厦门大学动物中心 ) [动物
合格证号为 SCXK (闽 ) 2004 0001]。
1 2 主要试剂及仪器
CS(脱乙酰度> 90%,浙江澳兴生物科技有限公
司,批号: 20081106),叶酸 ( FA,国药集团化学试剂有
限公司,批号: F20090309),琥珀酰亚胺丙酸酯聚乙二
醇 ( PEG SPA, 嘉兴博美生物技术有限公司, 批号:
20080321) , STPP(西陇化工,批号: 0804102), GA (国
药集团化学试剂, T20061106), 罗丹明异硫氰酸酯
( BBI,上海生工, 批号: 20080902), 紫外分光光度计
( B eckman DU
R
800) ,高速离心机 ( Beckman Avanti
TM
J- 25) ,激光粒径分析仪 (M a lvern Instruments ZetaSi
zerNano ZS),活体成像仪器 ( CRIM aestro EX)。
2 方 法
2 1 纳米粒的制备
将 CS溶解在 0 2 mol L
- 1
的醋酸溶液中, 用




加入不同比例的戊二醛 ( GA) , 37  交联 12 h,超速
离心 30m in( 12 000 r m in
- 1
) ,去掉上清液,将制备
的 CS纳米粒用过量 NaBH4还原,室温反应 10 h, 高
速离心 10m in( 12 000 r m in
- 1
), 去掉上清液,将制
备的粒子分散在 1mo l L
- 1
的盐酸溶液中平衡 1 h,
再放入水中透析,直到 pH接近 7 0, 以除去 STPP及
未反应的 NaBH 4。
2 2 载药及修饰实验
2 2 1 精密称取 MMC 30 mg, 溶解在 2mL的吡啶
中,加入 15mg的丁二酸酐,反应 4 h,减压蒸馏去掉
吡啶后, 溶于 4 mL的水中, 将溶解了改性的 MMC
的水溶液加入到分散有 60 mg的纳米粒水溶液中,
加入 150 mg EDC,反应 1 h,制得丝裂霉素壳聚糖纳




2 2 2 将制备的纳米粒稀释到 5 mg mL
- 1
,按纳
米粒与 FA质量比为 10! 1的比例, 加入溶解在磷
酸盐缓冲液 ( 0 066 7 mol L
- 1
, pH 7 4)质量浓度
为 5 mg mL
- 1
的 FA溶液,再加入 3倍叶酸质量的
EDC,反应 1 h, 得到叶酸修饰的纳米粒 ( FA NPs)。
同法可制得 PEG和 PEG + FA修饰的纳米粒。
2 2 3 罗丹明 B化学标记 取 1 mL质量浓度为
10 mg mL
- 1




砜 ( DM SO)溶液,用锡箔包住反应试管,避光反应 12
h,得到罗丹明 B标记的壳聚糖纳米粒。同法可将
PEG, FA以及 FA和 PEG修饰后的纳米粒进行罗丹
明 B标记。
2 3 体外释放实验
精密吸取上述 MMC NPs 3 mL, 置于透析袋中,
用透析袋夹夹紧, 分别置于 200 mL磷酸缓冲液
( pH 6 24, 7 38, 8 34)中, 于 ( 37 ∀ 0 5 )  恒温震
荡,定时取样 2 0 mL, 同时补充同温等量的释放介
质,样液于 360 nm波长 UV测定。
2 4 细胞实验
分别将纳米粒用 PEG, FA以及 FA和 PEG进行
修饰后用罗丹明 B进行标记,用 0 22 m的微孔滤




收集对数生长期的 H 22肝癌细胞株, 于裸鼠右
后背皮下接种 0 2 mL 细胞悬液 (含细胞约 4 #
10
6
) ,到接种部位肿瘤直径约 2 mm, 进行实验。将
制备好的分别用 PEG, FA以及 FA和 PEG进行修饰








3 1 1 相对分子质量 30万 CS在不同用量化学交联
剂 (GA )作用下,所制备的纳米粒经过激光粒径分析
仪检测得到的粒径范围为 200~ 500 nm。粒子的电镜




















,M CSM MM C M EDC = 2!1!5时, 载药量为
25% ,包封率为 50%。
图 1 化学交联剂的用量对纳米粒子的影响
A - nGA: nCS= 0 2; B- nGA: nCS= 0 4; C- nGA: nCS = 0 6; D1 - TPP交联后光
学照片; D2 - 戊二醛交联后光学照片; D3 -硼氢化钠还原后光学照片; D4 -
MMC偶联后光学照片
Fig 1 SEM im age of nanoparticles prepared by ch itosan (M
r
=
300 000) w ith d ifferent m o lar ratio of GA to ch itosan
A - nGA: nCS = 0 2; B- nGA: nCS = 0 4; C - nGA: nCS = 0 6; D1 - TPP cross
linked optica l pho tos; D 2- GA cross linked; D3 - reducted by N aBH 4; D4 - R eac
ted w ithMMC
3 3 体外释放













修饰的纳米粒与 He la细胞共同培养 24 h后的激光
共聚焦照片见图 4, 纳米粒的质量浓度均为 100
mg mL
- 1














实时活体成像的照片见图 5。尾静脉注射 (每只 1
mg ),进行实时观察,图 5中显示, 未经修饰的纳米
粒首先开始在肝部富集, 进一步的实验表明 (图



















图 6 裸鼠尾静脉注射 12 h,经过不同修饰的纳米粒在不同
器官中的分布
A -空白; B- 纯纳米粒; C-叶酸修饰的纳米粒; D - PEG修饰的纳米粒; E -
PEG +叶酸修饰的纳米粒; 0- 肿瘤; 1- 肺; 2-心脏; 3-脾脏; 4-肾; 5-肝
F ig 6 D istribution o f different mod ified nano partic les in d if
ferent o rgans by ta il vein injection after 12 hours
A - contro;l B- NPs; C- FA NPs; D - PEG NPs; E- FA PEG NPs; 0 - tumo r;
1- lung; 2- hear ;t 3- spleen; 4- kidney; 5- live r
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